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　　摘　要：目的　探讨槲皮素对人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）生长增殖及迁移能力的影响及机制。方法　培养对数生长的 ＨｅｐＧ２细

胞，ＭＴＴ试验分析槲皮素对 ＨｅｐＧ２生长的影响，划痕实验观察加入槲皮素前、后 ＨｅｐＧ２迁徙能力的变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其

中细胞迁移黏附因子（ＩＱＧＡＰ１）表达的变化。结果　加入槲皮素后，ＨｅｐＧ２细胞逐渐变圆、脱落，增殖变慢；ＭＴＴ实验显示

ＨｅｐＧ２细胞的生长抑制效应与槲皮素有浓度、时间依存关系；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示加入槲皮素后 ＨｅｐＧ２细胞中ＩＱＧＡＰ１表达明显

降低。结论　槲皮素能明显抑制 ＨｅｐＧ２细胞生长增殖，减弱其迁移能力，从而达到抑制恶性细胞增殖转移的作用，这种能力可能

是通过抑制ＩＱＧＡＰ１表达实现的。
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　　恶性肿瘤是目前的医学难点。传统的治疗手段包括手术、

放疗、化疗以及最近新兴的生物靶向治疗。然而，对于化学治

疗来说，尽管药物众多，但强烈的不良反应限制了许多联合方

案的运用，迫切需要寻找高效低毒的抗肿瘤新型药物。近年

来，天然植物提取物———小分子黄酮类受到研究者们的强烈关

注。黄酮类主要包括了姜黄素、槲皮素和厚朴等。他们存在广

泛，体外及动物实验研究表明其能抑制子宫内膜癌、前列腺癌、

结肠癌、鼻咽癌、肺癌、白血病等多种恶性细胞生长［１４］。本课

题研究拟通过生长抑制试验及划痕检测，观察槲皮素对人肝癌

细胞（ｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ，ＨｅｐＧ２）生物

学行为的影响，并对其机制进行初步探讨。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　槲皮素１００ｍｇ（批号：０５１Ｋ１２２５）购自Ｓｉｇ

ｍａ公司。使用时经二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）溶

解，Ｄｕｌｂｅｃｃｏ最低必需培养基（Ｅａｇｌｅ′ｓｍｉｎｉｍｕｍｅｓｓｅｎｔｉａｌｍｅ

ｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）培养基稀释成所需浓度，其中ＤＭＳＯ终浓度小

于０．１％。胎牛血清、ＤＭＥＭ 培养基购自 Ｇｉｂｃｏ公司；胰蛋白

酶（Ｔｙｒｉｓｉｎ）购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＨｅｐＧ２细胞由四川大学生物

治疗国家重点实验室留存。

１．２　ＨｅｐＧ２细胞生长形态学观察　复苏冻存的 ＨｅｐＧ２细

胞，于５％ＣＯ２、３７％湿度的孵箱中培养。倒置显微镜（Ｏｌｙｍ

ｐｕｓ）对槲皮素作用前、后 ＨｅｐＧ２细胞的生长速度、形态、悬浮

细胞比例进行比较、评估。

１．３　生存抑制实验［３（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌ２ｔｈｉａｚｏｌｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎ

ｙｌ２Ｈｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］　ＨｅｐＧ２细胞生长至对数

期，胰蛋白酶消化，以１０４ 个／每孔的密度接种于９６孔培养板，

每孔体积约２００μＬ。继续培养２４ｈ，依次加入浓度为１０、２０、

５０、１００和２００μｍｏｌ／Ｌ的槲皮素稀释液，以含０．１％ＤＭＳＯ的

ＤＭＥＭ培养基为空白对照，分别培养２４、４８和７２ｈ。加入

ＭＴＴ液（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，孵育４ｈ，加入１００μＬＤＭＳＯ，振荡

１０ｍｉｎ，全自动酶标仪（４９０ｎｍ）测定各孔的光吸收值（Ａ），按

公式：生存抑制率＝１－药物组 Ａ／空白对照组 Ａ×１００％进行

计算。

１．４　细胞划痕实验　将细胞培养于６孔培养皿，接种密度为

１×１０５／孔。待细胞生长至约８０％培养皿时，用２００μＬ移液枪

尖在细胞中做一划痕，宽度约２ｍｍ。磷酸缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）冲洗培养皿以移去上层悬浮细胞。加入

５０μＭ浓度的槲皮素稀释液，以正常ＤＭＥＭ 培养基为空白对
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照。继续培养，使用数码照相系统（ＣａｒｌＺｅｉｓｓ，Ａｘｉｏｖｅｒｔ２００，

ＳＩＰＮｏ．ＭＩＣＯ１２２３，德国）于实验后２４、４８ｈ对同一划点照相，

重复３次，并将图片数据输入Ｓｃｉｏｎ软件，计算划痕空白剩余

面积，进行统计学比较。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　槲皮素作用前、后 ＨｅｐＧ２细胞中细

胞 迁 移 黏 附 因 子 （Ｒａｓ ＧＴＰａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ，

ＩＱＧＡＰ１）的表达差异：细胞裂解液裂解 ＨｅｐＧ２细胞，提取总

蛋白，定量。电泳分离、转膜。５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉缓冲液４℃封

闭过夜，加一抗ＩＱＧＡＰ１（１∶２００）室温振摇孵育２ｈ，洗膜３０

ｍｉｎ后加二抗（１∶８０００）室温振摇孵育１ｈ，洗膜，暗盒显影。

内参选用βａｃｔｉｎ。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学数据处

理，将 ＭＴＴ检测数据和划痕修复面积进行统计学处理，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　槲皮素处理细胞后形态学变化　正常 ＨｅｐＧ２细胞生长

旺盛，紧贴培养瓶壁生长，轮廓清楚，胞浆饱满，细胞间接触紧

密。经槲皮素处理后，细胞变圆，增殖变慢，附壁疏松，脱壁，周

围碎片增多。随着槲皮素作用时间和浓度的增加，上述变化愈

加明显。

图１　　不同浓度槲皮素对 ＨｅｐＧ２细胞生存抑制效果

　　上排：槲皮素；下排：正常 ＨｅｐＧ２细胞；Ａ：１ｈ；Ｂ：２４ｈ；Ｃ：４８ｈ。

图２　　ＨｅｐＧ２细胞下的表达（倒置显微镜，×１０）

　　犘＜０．０５，与正常 ＨｅｐＧ２细胞比较。

图３　　划痕实验空白面积比较

２．２　槲皮素对 ＨｅｐＧ２细胞增殖的影响　ＭＴＴ显示，槲皮素

对 ＨｅｐＧ２细胞生长有明显抑制作用，且具有剂量和时间依赖

性。药物处理２４ｈ后，槲斗皮素浓度为１０、２０、５０、１００和２００

μｍｏｌ／Ｌ的抑制率分别为８％、１８％、２２％、２７％、２７％；药物继

续作用至４８ｈ，５０μｍｏｌ／Ｌ浓度的抑制作用明显提高，达到

５１％（ＩＣ５０），细胞生存抑制作用比较见图１。

２．３　加入槲皮素前、后 ＨｅｐＧ２迁徙能力的变化　正常生长的

ＨｅｐＧ２细胞生长旺盛，迁徙能力强，２４ｈ划痕面积明显减小，

４８ｈＨｅｐＧ２细胞几乎全部覆盖划痕。而在加入５０μｍｏｌ／Ｌ槲

皮素作用４８ｈ后，ＨｅｐＧ２细胞的迁徙能力明显减弱（图２）。

对残留划痕面积进行比较，两组差异有明显的统计学意义（图

３），犘＜０．０５。

２．４　槲皮素作用前、后 ＨｅｐＧ２细胞中ＩＱＧＡＰ１蛋白的表达
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　实验４８ｈ获取 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果（图４）相对于正常生长的

ＨｅｐＧ２细胞来说，加入槲皮素（５０μｍｏｌ／Ｌ）充分作用后，细胞

中ＩＱＧＡＰ１蛋白表达明显减低。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测槲皮素作用前、后 ＨｅｐＧ２

细胞中ＩＱＧＡＰ１蛋白的表达

３　讨　　论

槲皮素在恶性肿瘤、炎症反应的作用是目前生命科学的研

究热点。本实验主要观察槲皮素在 ＨｅｐＧ２细胞生长增殖和转

移迁徙中的抑制作用。结果显示，槲皮素能明显抑制 ＨｅｐＧ２

细胞的增殖生长，并对其迁徙能力产生强大的负调控作用。

关于槲皮素发挥抑制恶性肿瘤细胞生长的机制，目前的研

究表明可能与下列因素有关：（１）失活原癌基因ａｋｔ１、ｂｃｒ、ｒａｓ，

上调抑癌基因ｐ２１、ｐ５３等表达
［５］；（２）抑制肿瘤新生血管生成：

ＶＥＧＦ是血管生成的重要调节因子，而槲皮素则可以高效抑制

ＶＥＧＦ表达
［６］；（３）诱导凋亡：槲皮素能上调Ｂａｘ、Ｂａｄ、Ｂｃｌｘ等

促凋亡基因，抑制凋亡负调控分子Ｂｃｌ２而诱导凋亡
［７］；（４）阻

遏热休克蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＳＰ）产物，ＨＳＰ是重要的

分子伴侣蛋白，能减轻高热、低氧、化学药物等刺激对细胞的损

伤。槲皮素能下调 ＨＳＰ７０、ＨＳＰ７２、ＨＳＰ９０基因转录水平
［８］；

（５）抗氧化作用：槲皮素还能减弱细胞的氧化压力损伤
［９］；（６）

其他如逆转多药耐药（ＭＤＲ）机制
［１０］。

最近，ＩＱＧＡＰ１在恶性细胞黏附迁移中的中枢作用受到研

究者的广泛关注。ＩＱＧＡＰｓ（ＲａｓＧＴＰａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｌｉｋｅｐｒｏ

ｔｅｉｎ）是真核细胞内一个相对保守的蛋白家族，位于染色体

１５ｑ２６，具有ＩＱ 和 ＲａｓＧＴＰａｓｅ激活蛋白相关结构域（Ｒａｓ

ＧＡＰｒｅｌａｔｅｄｄｏｍａｉｎ，ＧＲＤ）。ＩＱ结构域由４个串联排列的ＩＱ

模体组成，能与钙调蛋白、肌球蛋白轻链和Ｓ１００Ｂ结合
［１１］。

ＧＲＤ结构域可以和ＲｈｏＧＴＰａｓｅ、ｃｄｃ４２、Ｒａｃｌ结合
［１２］。目前，

人类至少发现了３个家族成员，ＩＱＧＡＰｌ、ＩＱＧＡＰ２和ＩＱ

ＧＡＰ３。ＩＱＧＡＰｌ是研究热点，许多学者认为由ＩＱＧＡＰ１介导

的细胞黏附迁移是肿瘤转移侵袭的基本步骤之一［１３］。这个生

命过程中，在上游蛋白Ｒａｃ１、ＧＴＰ等信号调节下，ＩＱＧＡＰ１通

过与α连环蛋白（αｃａｔｅｎｉｎ）、β连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）、钙调蛋白

相互作用改变细胞之间的黏附能力［１４］。有学者发现在抑制

ＩＱＧＡＰ１功能后，恶性细胞的黏附迁移能力显著降低，与正常

时比较表现为较低的侵袭力［１５］。

本研究观察到槲皮素作用前、后 ＨｅｐＧ２细胞生长及迁移

能力的变化，并结合免疫印迹法中ＩＱＧＡＰ１表达结果，推测槲

皮素对ＩＱＧＡＰ１基因的影响可能是其干扰 ＨｅｐＧ２细胞生长、

减弱其黏附侵袭能力的途径之一。
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